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Correlagio dos polimorfismos

génicos da Oxido Nitrico Sintase

Endotelial (Glu298Asp e T-786C) com fatores de risco
cardiovasculares e eventos simultaneos de infarto e hipertensao

Karina Marangoni

Universidade Federal de Uberldandia, Instituto de Genética e Bioguimica, Laboratorio de

Genética Molecular, Uberldndia ~MG, Brasil

Resumo

O 6xido nitrico (NO) além de potente vasodilatador e inibidor da adesiio e agregacdo
plaquetdria, reduz a aderéncia de leucécitos no endotélio. Estas fungdes do NO estdo
associadas a atividade da Oxido nitrico sintase endotelial. Neste estudo objetivou-se
correlacionar os polimorfismos génicos do eNOS, Glu298Asp e T-786C, com fatores de risco
cardiovasculares e eventos simultineos de hipertensdo arterial sistémica (HAS) e infarto
agudo do miocéardio (IAM). Analisou-se 84 pacientes, 34 controles e 50 IAM/HAS. Para a
genotipagem da variante Glu298Asp, utilizou-se 0 PCR-RFLP com a enzima Ban II. Para a
variante T-786C, utilizou-se a técnica LIS-SSCP. Dos fatores de risco cardiovasculares

apenas os altos niveis de colesterol total e LD

L, e os baixos niveis de HDL apresentaram

diferencas significativas entre os grupos (P<0,001). Um novo alelo (A) no sitio polimérfico
T-786C foi descoberto, gerando os gendtipos, TA, AA e CA. Observou-se um aumento da

frequéncia dos genétipos CC e CA nos pacientes

IAM/HAS, sugerindo que estes pudessem

estar contribuindo para a ocorréncia do IAM e HAS. Para ambas as variantes polimorficas do
eNOs, T-786C e Glu298Asp, verificou-se que os alelos mutantes, C/A e T, respectivamente,
favorecem o acimulo de colesterol total (>200mg/dl), com OR significativo de 4.8 e 3,6

respectivamente.

Palavras-chave: 6xido nitrico sintase endotelial, hipertensiio arterial sistémica, infarto agudo

do miocardio, polimorfismos

Introducao

Depois da identificacio do 6xido
nitrico (NO) como um importante fator
vasodilatador associado ao endotélio
vascular, novas pesquisas tém sido feitas
buscando mais informagdes sobre sua
fisiologia e patofisiologia (Moncada e
Higgs, 1993). O NO ¢ sintetizado apartir
do aminoécido L-arginina por uma familia
de enzimas denominadas de NO sintase
(NOS) que catalizam a oxidacio da L-
arginina para formar NO e L-citrulina
(Konturek e Konturek, 1995; Moncada e
Higgs, 1993). Trés isoformas da NOS tém
sido identificadas: duas constitutivas, a
neural (nNOS; tipo I) se expressando no
sistema nervoso central e periférico, bem

como na macula densa (Moncada, 1992), ¢
a endotelial (eNOS; tipo II) se
expressando no endotélio, mideitos
cardiacos, células mesangiais renais,
osteoblastos e osteoclastos, e, em pequena
quantidade, nas plaquetas (Rang e Dale,
1993); e uma induzivel (iNOS: tipo II) se
expressando nas paredes dos vasos e nos
macréfagos (Moncada e Higgs, 1 993).

O 6xido nitrico (NO) além de ser
um potente vasodilatador ¢ inibidor da
adesdo e agregacdo plaquetéria, reduz a
aderéncia de leucécitos no endotélio
vascular e, também, suprime a proliferagio
de células da musculatura lisa vascular por



inibigdo de fatores de crescimento (Cooke
e Dzau, 1997).

O papel do NO na regulacdo do
tonus vascular ¢ da fungiio plaquetaria é
atribuido a atividade da isoforma eNOS. A
sua inativagdo limita a contribuicdo do NO
na homeostase dos vasos e resulta num
aumento do ténus vascular e da adesdo €
agregacao plaquetaria. A via de transdugio
de sinal que leva a ativagdo da eNOS &
regulada pela formagdo do complexo Ca?'-
calmodulina e pela ligagdo continua de
vasodilatadores a seus receptores que se
éncontram na superficie da célula
endotelial, € que promovem a ativagdo da
via inositol trifosfato, desencadeando a
liberagio de calcio pelo  reticulo
sarcoplasmatico (Wang e Marsden, 1995;
Fleming e Busse, 1999).  Qualquer
disfungio que ocorra neste importante
mecanismo poderd promover aterogénese
pela exposigdo da parede arterial & efeitos
vasoconstritores  diretos, conduzindo 2
hipertensdo (Miyamoto ef al., 1998; Shoji
et al, 2000) e ao infarto agudo do
miocardio (IAM) (Wang et al., 1996).

Virios polimorfismos génicos da
eNOS tém sido relatados, comprovando
que estes estdo correlacionados com
inimeras doengas cardiovasculares. O
gene da NOS endotelial est4 localizado no
cromossomo 7q35-36 e ¢ formado por 26
€xons apresentando um tamanho total de
21Kb (Janssens et al., 1992; Marsden et
al., 1993). Duas variantes diferentes no
gene da eNOS apresentam associag¢éio
significativa com a hipertensdo arterial e
infarto agudo do miocérdio. Estas estio
apoiadas em duas diferentes substitui¢des
de bases, caracterizando os polimorfismos
Glu298Asp e T 786—C.

Hibi et al. (1998), executaram
estudos no loco da NOS endotelial e
encontraram uma significante associagio
entre os homozigotos mutantes (TT) para o
polimorfismo Glu298Asp e a ocorréncia de
infarto agudo do miocardio (IAM). O
polimorfismo Glu298Asp situado no éxon
sete do gene da eNOS é caracterizado pela

transicdo de G—T na posicdo do
nucleotideo 1917, resultando na convers3o
de 4cido glutdmico para acido aspartico no
codon 298. Esta variante estd associada
nao sé ao infarto do miocardio, mas
também ao espasmo corongrio (Yasue et
al., 1995 e Shimasaki er al, 1998) ¢ a
hipertensdo (Miyamoto et al., 1998).

0 polimorfismo T5€
localizado na regidio promotora do gene da
NOS endotelial é caracterizado pela
transicdo de T—C na posi¢do do
nucleotideo —786. Técnicas utilizadas para
analisar a expressio génica da eNOS
revelaram que este polimorfismo reprimi a
transcricdo do gene NOS endotelial.
Assim, resultados recentes sugerem uma
forte evidéncia de que a presenca do alelo
mutante (C) no gene da eNOS, reduz a
producdo endotelial de NO nas artérias
corondrias e predispde os pacientes que
carregam esse alelo mutante ao espasmo
coronario (Nakayama et al., 1999) e
hipertensdo (Hyndman et al., 2002).

Este trabalho tem como objetivo
correlacionar os polimorfismos génicos do
eNOS, Glu298Asp e T-786C, com fatores
de risco cardiovasculares e eventos
simultdneos de  hipertensio  arterial
sistémica (HAS) e infarto agudo do
miocardio (IAM).

Material e Métodos

Grupo de Estudo

Para a genotipagem dos
polimorfismos Glu298Asp e T 786—>C do
gene da eNOS foram elegiveis 50
individuos (25 homens e 25 mulheres; com
idade média de 60,3 anos) com diagnéstico
de infarto agudo do miocardio (IAM) e
hipertensdo arterial sistémica (HAS). O
grupo de infartados enquadrou-se na
definicdo da Organizagdo Mundial da
Satde (WHO, 1979) para o diagnostico do
infarto agudo do miocérdio, com base na
presenca de, pelo menos, dois dos trés
critérios: 1- histéria clinica de dor toricica
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tipica de isquemia; 2- alteragdes do
segmento ST, supra e infradesnivelamento,
em eletrocardiogramas  seriados; 3-
clevagao dos niveis séricos de marcadores
cardiacos, sendo a enzima
creatinofosfoquinase (CK-MB) o teste
laboratorial utilizado, segundo Ryan et al.
(1996).

A hipertensdo arterial sistémica foi
diagnosticada em  individuos que
mantiveram uma PA sistolica maior que
140 mmHg e PA diastélica maior que 90
mmHg. O grupo controle foi constituido de
34 individuos (15 homens, 19 mulheres;
com idade média de 50,8 anos) higidos,
sem evidéncias de coronariopatias.

Material Biologico

O material biolégico foi fornecido
pelo Setor de Hemodinamica e Cardiologia
Intervencionista do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU)
e Instituto do Coragdo, mediante uma
autorizagdo prévia do paciente pelo termo
de consentimento informado. As amostras
de sangue periférico foram coletadas em
tubos, por sistema de Vacutainer, contendo
EDTA para evitar coagulagdo, e
posteriormente  foram  levadas ao
Laboratério de Genética Molecular, da
Universidade Federal de Uberldndia. A
extracio do DNA foi feita segundo o
protocolo descrito por Sambrook et al.
(1990).

Genotipagem do Polimorfismo
Glu298Asp da gene do NOS endotelial
Para a detec¢do do polimorfismo
Glu298Asp, parte do gene eNOS contendo
o éxon sete foi amplificado por meio da
Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
utilizando-se os primers 5’- TCC CTG
AGG AGG GCA TGA GGC T- 3" e 5'-
TGA GGG TCA CAC AGG TTC CT- 3’
descritos por Hibi ef al. (1998).0 DNA foi
amplificado em um termociclador MJ.
Research, Inc. por 35 ciclos, consistindo de
desnaturagdio a 94°C por | minuto,
anelamento a 61°C por 1 minuto, e

extensdo a 72°C por 1 minuto. O produto
amplificado de 457-pb foi visualizado em
gel de agarose 1,5% aplicando-se 3ul de
Tampao de Carreamento (LOAD) e 8ul de
amostra, utilizou-se um marcador de 50pb.
O gel foi corado com brometo de etidio e
fotografado por meio do aparelho VDS da
Pharmacia Biotech. Posteriormente o
produto amplificado foi incubado a 37°C
por no minimo 20 horas, com 4U da
enzima de restrigdo Banll (Qbiogene).

O fragmento amplificado foi
digerido em fragmentos de 137 e 320 pb.
Se houver a transicdo de G para T na
posicdo 1917 do gene da NOS endotelial, a
Banll perde seu sitio de restrigdo. Os
fragmentos de restricdo foram separados
em gel de agarose 2,5%, aplicando-se 3ul
de tampao de carreamento (load) e 10ul de
amostra, utilizando-se um marcador de
50pb. O gel foi corado com brometo de
etidio e fotografado por meio do aparelho
VDS da Pharmacia Biotech.

Genotipagem do Polimorfismo T-786C
do gene da NOS endotelial

Para a detecgdo do polimorfismo T-
786C a regido promotora do gene do NOS
endotelial foi amplificada por meio da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
utilizando-se os primers 5’- ATG CTC
CCACCAGGGCATCA-3e5-QGTC
CTT GAG TCT GAC ATT AGG G - 3’
descritos por Nakayama et al. (1999). O
DNA foi amplificado em um termociclador
MJ. Research, Inc. por 35 ciclos,
consistindo de desnaturacdo a 94°C por 1
minuto, anelamento a 62°C por 1 minuto, e
extensdo a 72°C por 1 minuto. O produto
amplificado de 236-pb foi visualizado em
gel de agarose 1,5% aplicando-se 3ul de
tampdo de carreamento (load) e 8ul de
amostra, utilizando-se um marcador de
50pb. O gel foi corado e fotografado como
descrito anteriormente.

A técnica da conformagdo
polimérfica de fita simples em baixa
concentracio idnica (LIS-SSCP)
inicialmente descrito por Maruya et al.
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(1996), foi utilizada para a obten¢do de um
padrdo de genotipagem para esta variante.
Utilizou-se um gel de poliacrilamida 15%
(49:1  Acrilamida: Bisacrilamida) nas
dimensoes 15:15:0,5¢m. Foram
adicionados 20pul de Tampdo de LIS
(Sacarose 10%: Azul de Bromofenol
0.01%; Xilenocianol 0,01%) ¢ 3,5ul de
produto amplificado. As misturas foram
incubadas por 10 minutos a 97°C e
posteriormente, foram aplicados 12ul de
cada mistura no gel. O tampao utilizado foi
TBE 1X., e a corrida teve duragdo de 20
horas, a 200 volts em temperatura
ambiente. Logo ap6s o término da
eletroforese, o gel foi corado em nitrato de
prata de acordo com Blum et al. (1987),
com modificagdes de Bassam ez al. (1991).

Dados laboratoriais

Os fatores de risco cardiovasculares
que estdo classicamente estabelecidos
foram documentados nos dois grupos de
pacientes tais como: niveis elevados de
colesterol total e colesterol LDL, niveis
baixos de colesterol HDL e niveis elevados
de triglicérides. De acordo com o II
Consenso Brasileiro sobre Dislipidemias
(1996), o colesterol total maior que 200
mg/dl, em jejum de 12 horas, define um
quadro de hipercolesterolemia, niveis altos
de colesterol LDL equivale a valores acima
de 159 mg/dl, niveis baixos de colesterol
HDL equivale a valores menores que 35
mg/dl, e triglicérides maior que 200 mg/dl
define um quadro de hipertrigliceridemia.

Andlise estatistica

As médias de colesterol total, HDL,
LDL, triglicérides e proporg¢ido
masculino/feminino entre os grupos, foram
comparadas pelo teste 7 para amostras
independentes. Foram também realizados
célculo do “odds ratio™ e os testes do qui-
quadrado para comparagdo das frequéncias
génicas e genotipicas. Para as demais
analises, utilizou-se a estatistica descritiva,
devido ao pequeno valor amostral de
ambos 0s grupos.

500 pb

Resultados

Genotipagem
Polimorfismo Glu298Asp

A figura 1 demonstra os resultados
obtidos através da amplificagdo pela
téenica de PCR, com visualizagdo em gel
de agarose 1,5%. Pelo marcador de 50 pb
utilizado, € possivel observar a presenca do
fragmento esperado de 457 pb. Para obter
um padrido de genotipagem para a variante
Glu298Asp, foi necessario a restrigdo
enzimdtica com a enzima Ban II. A figura
2 demonstra o padrio de genotipagem
obtido em gel de agarose 2,5%. Individuos
homozigotos mutantes (TT) apresentaram
apenas uma banda de 457 pb, pois
perderam o sitio de restricdo para esta
enzima. Individuos heterozigotos (GT)
apresentaram trés bandas (137, 320 e 457
pb) e individuos homozigotos normais
(TT) apresentaram duas bandas (137 e 320

pb).

M 1 2 3 4

350 pb

Figura 1. Gel de agarose 1,5%
evidenciando a amplificagio do fragmento
de 457pb do gene da Oxido Nitrico Sintase
Endotelial. Coluna 1: marcador de 50 pb.
Colunas 1 — 4: fragmentos de 457 pb.

< 457 pb



M GT G/G TT

Figura 2. Gel de agarose 2,5% evidenciando
0 padrio de genotipagem para o
polimorfismo  Glu298Asp da  NOS
endotelial. Coluna M: marcador de 50 pb. O
homozigoto para o alelo Glu298 esti na
coluna G/G, o homozigoto para o alelo
Asp298 esta na coluna T/T e o heterozigoto
esta na coluna G/T.

Polimorfismo T-786C

A figura 3 demonstra os resultados
obtidos através da amplificagio pela
técnica de PCR, com visualizagio em gel
de agarose 1,5%. Pelo marcador de 50pb
utilizado, € possivel observar a presenga do
fragmento esperado de 236pb. Para obter
um padrio de genotipagem para esta
variante, foi necessario a otimiza¢io da
técnica de LIS-SSCP  (conformagio
polimérfica de fita simples em baixa
concentragdo i0nica). A figura 4 demonstra
o padrdo de genotipagem obtido em gel de
poliacrilamida 15%. Os individuos
heterozigotos CA apresentaram duas
bandas (B e D) e os CC apenas uma banda
(B). Os individuos heterozigotos TC
apresentaram trés bandas (A, B e C) e os
TA apresentaram 4 bandas (A, B, C e D).
Os individuos homozigotos normais TT
apresentaram duas bandas (A e C).

250 pb

« 236 pb

Figura 3. Gel de agarose 1,5%
evidenciando a amplificagdo do fragmento
de 236pb do gene do Oxido Nitrico Sintase
Endotelial. Coluna 1: marcador de 50 pb.
Colunas 1 —4: fragmentos de 236 pb.

Figura 4. Gel de poliacrilamida 15%
evidenciando o padrdo de genotipagem
obtido pela técnica de LIS-SSCP. Individuo
heterozigoto CA (coluna 1) caracterizado
pelas bandas B e D. Individuo heterozigoto
TA (coluna 2) caracterizado pelas bandas A,
B ,C e D. Individuo heterozigoto TC
(coluna 3) caracterizado pelas bandas A, B,
C. Individuo normal TT (coluna 4)
caracterizado pela bandas A e C. Individuo
mutante CC (coluna 5) caracterizado pela
banda B.

Caracteristicas  clinicas do grupo
controle e dos pacientes com IAM/HAS

A tabela 1 compara as
caracteristicas clinicas entre os dois grupos
de estudo. Pelo fato de termos
selecionados pacientes controle que se
igualassem em género ao grupo de
pacientes IJAM/HAS, esta variavel ndo se
mostrou diferente entre os grupos (P=
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0.596). Os niveis de colesterol total se
mostraram  significativamente elevados
nos pacientes IAM/HAS (P= 0,011),
enquanto que os niveis de colesterol LDL e
HDL foram significativamente elevados no
grupo controle (P=0,002 e P= 0,004). Os

niveis

de
significativamente

grupos (P=0,339).

triglicérides
diferente

nio foram

entre

0s

Tabela 1. Caracteristicas clinicas dos
pacientes em estudo

Caracteristicas | Pacientes IAM/HAS Controle P
(n=50) (= 34)
**M/F 25/25 15/19 0,596
Colesterol, mg/dl 219,1 +42.9 197.2+29,1 |*0,011
HDL, mg/dl 44,3 +7.7 495+ 8,0 *0.004
Triglicérides,
mg/dl 163.6 + 53,7 181,7 +116,3 | 0,339
LDL, mg/dl 1099 + 28,1 1314 £ 30,7 |*0,002

*P<0.05. A andlise pelo teste ¢ foi usada para
avaliar algumas frequéncias de valores fenotipicos
** gexo masculino e feminino (M/F)

Distribui¢iio das frequéncias genotipicas
e alélicas das variantes do gene eNOS
em pacientes com IAM/HAS e no grupo
controle
Polimorfismo Glu298Asp

Um total de 50 pacientes com
IAM/HAS e 34 pacientes controles foram
envolvidos neste estudo. As frequéncias
genotipicas e alélicas do polimorfismo nos
pacientes com IAM/HAS e no grupo
controle estdo representadas na tabela 2.
As frequéncias genotipicas e alélicas foram
similares nos dois grupos de estudo.
Quando assumiu-se o modelo dominante
de heranca (GG versus GT + TT), a
frequéncia dos genétipos GT e TT também
ndo se mostrou diferente entre os grupos
de estudo.

Tabela 2. Frequéncias genotipicas e
alélicas da variante Glu298Asp

Gendtipos e alelos | Controle | Pacientes

(n=34) TAM/HAS
(o= 50)

Gendtipos

GG 10 (294%) | 15(30%)

GT 21(61.8%) | 30(60%)

1T 3 (8,8%) 5 (10%)

Modelo

dominante

GG 10 (29.4%) | 15 (30%)

GT+TT 24 (70.6%) | 35 (70%)

Alelos

G (Glu) 0,6 0.6

T (Asp) 0.4 0.4

Polimorfismo T-786C

A presenga de um novo alelo na
regido promotora do gene da eNOS foi
detectado durante a genotipagem deste
polimorfismo, gerando 3 novos gendtipos
CA, TA (Figura 5. colunas | e 2
respectivamente) € AA, que ndo foi
genotipado em nenhum paciente. A tabela
3 compara as frequéncias genotipicas e
alélicas do polimorfismo T-786C nos dois
grupos de estudo. Nos pacientes IAM/HAS
as frequéncias dos genétipos CA + CC
(12%) e dos homozigotos normais TT
(40%) se mostraram elevadas quando
comparadas ao grupo controle, j& os
heterozigotos TC + TA possuem uma
maior frequéncia no grupo controle. A
frequéncia do alelo T € similar nos dois
grupos. O alelo C possui sua frequéncia
aumentada (0,28) no grupo controle
enquanto que a frequéncia do alelo A se

mostra um pouco maior (0,13) nos
pacientes IAM/HAS.

Tabela 3. Frequéncias genotipicas e
alélicas da variante T-786C

Genébtipos e alelos | Controle | Pacientes IAM/HAS
(n=34) (n=50)

Genodtipos

T 10 (29.4%) 20 (40%)

TC+TA 23 (67.7%) 24 (48%)

CC+CA 1(2,9%) 6 (12%)

Alelos

T 0,63 0,64

C 0.28 0,23

A 0,09 0,13

** Odds ratio (CC/CA x TT/TC/TA) = 4,5 (IC 95%
= 0,5166-39,2009).



Relagiio dos niveis de colesterol total
com o0s genétipos
Polimorfismo Glu298Asp

Um total de 84 pacientes (controle
+ pacientes IAM/HAS) foram envolvidos
nesta analise, 32 pacientes com o
colesterol total abaixo do valor de
referéncia 200 mg/dl (I Consenso
Brasileiro sobre Dislipidemias, 1996) e 52
com o colesterol total acima de 200 mg/dl
(Tabela 4). Dos pacientes com o genétipo
GG, 64,0% apresentaram colesterol < que
200 mg/dl e 36,0% colesterol > que 200
mg/dl. Dos pacientes com o genétipo GT,
29,40% apresentaram colesterol < que 200
mg/dl e 70,6% colesterol > que 200 mg/dl.
Dos pacientes com o genotipo TT, 12,5%
apresentaram colesterol < que 200 mg/dl e
87,5% colesterol > que 200 mg/dl. A
frequéncia dos homozigotos mutantes e
dos heterozigotos nos pacientes com o
colesterol total acima de 200 mg/dl foi
significativamente mais elevada que nos
pacientes com o colesterol total até 200
mg/dl (P<0,05). Deste modo, fica evidente
a contribui¢do dos genétipos GT ¢ TT para
0 aumento do colesterol total nos pacientes

Dos pacientes com os genétipos TC/TA
31,9% apresentaram colesterol < que 200
mg/dl e 68,1% colesterol > que 200 mg/dl.
Dos pacientes com os gendtipos CC/CA
14,3% apresentaram colesterol < que 200
mg/dl e 85,7% colesterol > que 200 mg/dl.
A frequéncia dos homozigotos mutantes e
dos heterozigotos nos pacientes com
colesterol acima de 200 mg/dl foi
significativamente mais elevada que nos
pacientes com o colesterol total até 200
mg/dl (P<0,05). Assim, fica evidente a
contribui¢do dos genétipos TC, TA, CC e
CA para o aumento do colesterol total nos
pacientes (controle + IAM/HAS).

Tabela 5. Relacdo dos niveis de colesterol
total com os genétipos da variante T-786C

Gendtipo N Colest. 0 Colest. 1

T 30 18 (60,0%) | 12 (40,0%)
TC/TA 47 15 (31,9%) | 32 (68,1%)
CC/CA 7 1 (14,3%) 6 (85,7%)
Total 84 34 50

(controle + IAM/HAS).
Tabela 4. Relagio dos niveis de colesterol
total com os gendtipos da variante
Glu298Asp

Gendtipo N Colest. 0 Colest. 1

GG 25 16 (64,0%) 9 (36,0%)

GT 51 15 (29.4%) | 36 (70,6%)

i 3 8 1(12,5%) 7 (87.5%)

Total 84 32 52

Colest 0= colesterol < que 200 mg/dl

Colest 1= colesterol > que 200 mg/dl
X* = 5,20 (gl= 2) P<0,05

Polimorfismo T-786C

A tabela 5 compara os genétipos
dos 84 pacientes (controle + IAM/HAS)
em relacdo ao nivel de colesterol total.
Foram analisados 34 pacientes com o
colesterol total abaixo de 200 mg/dl e 50
pacientes com o colesterol acima de 200
mg/dl. Dos pacientes com o genétipo TT,
60,0% apresentaram colesterol < que 200
mg/dl e 40,0% colesterol > que 200 mg/dl.

Colest 0= colesterol < que 200 mg/dl
Colest 1= colesterol > que 200 mg/dl
X = 4,04 (gl=2) P<0,05

Discussido

A presen¢ca de um novo alelo no
sitio polimorfico T-786C foi a grande
descoberta desta pesquisa. Por saber que
alelo € uma das formas alternativas de um
gene dentro de um unico loco, é que foi
possivel afirmar a existéncia do alelo A.
Observando-se os perfis de bandas dos
outros genétipos TC, TT e CC, (figura 5:
colunas 3, 4 e 5 respectivamente) ji
relatados por Nakayama ef al. (1999),
reconheceu-se a associagdo dos alelos T e
C com o novo alelo A. Este € o primeiro
trabalho que relata a existéncia deste novo
alelo, gerando 3 novos gendtipos que
denominamos CA, TA (figura 5: colunas 1
e 2 respectivamente) e AA, que apesar da
sua existéncia ndo foi genotipado em
nenhum paciente. Nakayama ef al. (1999),
sugeriu que a presenca do alelo mutante C
da variante T-786C do gene do eNOS,
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reduziria a produgdo do NO nas artérias
corondrias, predispondo os pacientes que
carregam esse alelo mutante ao espasmo
coronario ¢ HAS (Hyndman et al., 2002).
O presente estudo revelou um
aumento da frequéncia dos genétipos CC e
CA nos pacientes com IAM/HAS,
sugerindo desta forma, que eles pudessem
estar contribuindo para a ocorréncia do
IAM e HAS. Apesar de ndo significativo o
“odds ratio” entre CC/CA x TT/TC/TA foi
de 45 (IC 95% - 0,5166-39,2009),
mostrando-se razoavelmente elevado. A
tendéncia aumentada para o risco de
IAM/HAS, embora ndo significativa pode
ser devido a pequena amostragem de
pacientes. Provavelmente uma maior
amostra podera trazer resultados mais

significativos.
Segundo Feron er al. (1999) e
Peterson el al. (1999) a

hipercolesterolemia (colesterol total acima
de 200 mg/dl) é um fator central de
disfungdo endotelial causada, em parte, por
um defeito na produgdo de NO através de
mecanismos que permanecem pobremente
caracterizados. A atividade da eNOS foi
recentemente demonstrada como modulada
pela sua interagdo reciproca com o
estimulador complexo célcio-calmodulina
e o inibidor proteina caveolina.

A hipercolesterolemia pode reduzir
a produgdo de NO através da alteragdo
deste equilibrio regulatério. E provavel que
a modulagdo de abundante caveolina nas
células endoteliais, participe na patogénese
da disfuncdo endotelial e efeitos pro-
aterogénicos da hipercolesterolemia.

Este estudo sugere que os alelos
mutantes para o polimorfismo T-786C
favorecem o aciimulo do colesterol total,
pois a freqiiéncia agrupada dos alelos C e
A nos genétipos TA, TC, CC e CA foi de
76,0% em pacientes que tém o colesterol
elevado (>200 mg/dl), enquanto que em
pacientes que possuem o colesterol <200
mg/dl, esta frequéncia diminui para 47,0%
(P<0,05). Assim, fica evidente a
contribuicdo destes gendtipos para o

aumento do colesterol total nos pacientes
(controle + TAM/HAS). Pacientes com
pelo menos um alelo desfavoravel (C ou
A) tém um risco relativo aumentado de 4,8
(IC 95% 1,7608-12.,9639) em ter
colesterol total >200mg/dl/, provavelmente
por reduzir a sintese do eNOS, como
acontece com o alelo C sugerido por
Nakayama ez al. (1999).

Hibi et al. (1998) executaram
estudos no loco do eNOS e acharam uma
significante ~ associagio  entre  os
homozigotos mutantes para 0
polimorfismo Glu298Asp e a ocorréncia de
infarto agudo do miocardio (IAM).
Embora Bonnardeaux er al. (1995) ndo
tenha relatado nenhuma associagéo entre o
gene eNOS e a HAS, uma recente
investigagdo feita por Wang et al. ( 1996)
sugeriu que o gene do eNOS estd
relacionado com a doenga arterial
corondria (DAC). No presente estudo nio
revelou nenhuma associagio do alelo T da
variante Glu298Asp com a ocorréncia de
IAM e HAS.

Similarmente ao polimorfismo T-
786C, os variantes do Glu298Asp também
tém efeito no acamulo de colesterol total.
A frequéncia agrupada do alelo T nos
genotipos GT e TT foi de 90,0% em
pacientes que tém o colesterol elevado (>
200 mg/dl), enquanto que em pacientes
que possuem o colesterol< 200 mg/dl, esta
frequéncia diminui para 50,0% (P<0,05).
Assim, fica evidente a contribuicdo destes
genotipos para o aumento do colesterol
total nos pacientes (controle + IAM/HAS).
Pacientes com pelo menos um alelo
desfavoravel (T) tém um risco relativo
aumentado de 3,6 (IC 95% 1,3982-9,0770)
em ter colesterol total >200mg/d/.

Dos fatores de risco cardiovascular
classicamente comprovados na literatura,
apenas os altos niveis de colesterol total e
LDL, e os baixos niveis de HDL
apresentaram diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos (P=0,011,
P=0,002 e P=0,004 respectivamente).
Talvez isso explicaria parcialmente, o
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acometimento desses pacientes pelo IAM e
HAS.

Devido a pequena amostragem,
outros estudos serio necessarios para
confirmar a  interacio  entre os
polimorfismos génicos do eNOS com o
IAM/HAS.
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